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Aus dem physiologisch-chemischen Universitätslaboratorium 
des Herrn Prof. Dr. med. et phil. G. von Bunge in Basel. 



Einleitung und Kritik der Caseindarstellungsmethoden. 



Die Milcli enthält alle zur Ernährung des Säaglings nötigen 
organischen nnd anorganischen Bestandteile and zwar in einer 
solchen Form, wie sie zur Aufnahme in den Organismus gerade 
am geeignetsten ist, und in einer Mischung, die den Ernährungs- 
und Wachstumsverhältnissen des Säuglings am besten ent- 
spricht.^) Die wichtigsten Bestandteile der Milch sind ausser 
Wasser: Eiweissstoffe, Eett, Milchzucker und Salze. Die Ei- 
weissstoffe der Milch sind: das Casein, das Laktalbumin, das Lak- 
toglobulin, das Opalisin und das Laktomucin. Von diesen ist 
das wichtigste das Casein; es ist auch dasjenige, welches in 
grösster Menge vorkommt. Das Casein ist ein Nucleoalbumin 
oder Nucleoproteid, d. h. ein phosphorhaltiger Eiweisskörper. 
Ob das Casein der verschiedenen Tiere identisch ist oder ob 
es mehrere Caseine gibt, ist noch nicht entschieden. Bisher 
ist nur das Kuhcasein untersucht; was aus Frauenmilch als 
Casein bis jetzt dargestellt worden ist, muss erst auf seine 
Einheitlichkeit geprüft werden. Es ist aber ebenso für den 
Mediziner in Frage der künstlichen Kinderernährung, wie für 
den vergleichenden physiologischen Chemiker von Interesse zu 
wissen, ob die wichtigste stickstoffhaltige Nährsubstanz in den 
verschiedenen Tierklassen dieselbe ist oder nicht. Dieser bis 
heute noch ungelösten Frage näher zu treten, veranlasste mich 
mein Lehrer, Herr Professor von Bunge, das Casein von ver- 
schiedenen Tierspezies nach der gleichen Methode rein darzu- 
stellen und zu analysieren unter besonderer Berücksichtigung 
des Schwefel- und Phosphorgehaltes. 

Zur Beantwortung der mir gestellten Frage ist folgendes 
erforderlich : 

1) Yergl. von Bunge, Lehrbach der Physiologie des Menschen, Bd. 11, 
Vortrag 9. 
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1. Eine einzige Methode anszufindeh nach der das Casein 
aller zu untersuchenden Milcharten rein dargestellt 
werden kann; denn nur so ist eine vergleichende che- 
mische Elementaranalyse der einzelnen Caseine über- 
haupt möglich. 

2. Die Anforderungen zu präzisieren, welche an ein che- 
misch reines Casein gestellt werden müssen. 

3. Die besten bis heute bekannten Methoden der Elementar- 
analyse zu verwenden und lege artis auszuführen. 

Zur Beantwortung der ersten Frage mussten zunächst 
sämtliche bekannten Darstellungsmethoden durchgeprüft werden, 
und da ihre Zahl eine ungemein grosse ist, so werde ich mich 
in folgendem nur auf Besprechung der wichtigsten einlassen. 
Sämtliche Methoden, welche höhere Wärmegrade benutzten, 
werde ich ausser acht lassen. Hierher gehören die Methoden 
von Meggenhofen % Simon % Makris '), Schmidt *) und Pfeiflter % 
welche sich bis zu Temperaturen von 64 ** R verstiegen und 
glaubten ein unverändertes Caseinpräparat gehabt zu haben. 
Versuche, welche ich hierüber anstellte, ergaben, dass jede Er- 
wärmung des Caseins zu vermeiden ist, da sich dabei Spaltungen 
resp. molekulare TJmlagerungen im Casein vollziehen, indem es 
vor allem schwerer löslich wird und ein verändertes Aussehen 
zeigt. Ein ähnliches Verhalten konnte ich bei allzulanger 
Einwirkung von Wasser bemerken. Ich komme hierauf noch 
weiter unten bei Besprechung der Arbeiten von Wröblewski 
und Kobrak zurück. Auch die Caseindarstellungsmethode von 
Lehmann®) mittels poröser Teller wurde versucht, lieferte 
jedoch ungleiche Präparate von sehr hohem Aschengehalte; 

1) Meggenhofen : Dissert. inang. sistens indigestionem lactis maliebris 
chemicam 1826. 

^ Simon: Die Frauenmilch nach ihrem chemischen and physiologischen 
Verhalten. Inaug. -Dissert., Berlin 1838. 

^) Makris : Studien über die Eiweisskörper der Frauen- und Kuhmilch. 
Inaug. -Dissert., Strassburg 1876. 

^) Schmidt: Materialien zur Erklärung der Eigenschaften der Frauen- 
und Kuhmilch. Inaug.-Dissert., 1880. 

5) Pfeiffer : Die Analyse der Milch, 1887. 

^) Prof. Lehmann's Milchuntersuchungen, mitgeteilt von Walter 
Stempel; Pflügers Archiv f. Phys. Bd. 56, S. 558. 
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desgleichen die Methode von Schlossmann % welcher das Casein 
mittels Alaun fällt; ebenso fielen meine Versuche mit den 
verschiedenen löslichen neutralen und sauren Phosphaten negativ 
aus; auch erhielt ich mit Mgs SO4 bei manchen Milcharten 
Fällung, bei anderen nicht. Eine näherere Besprechung ver- 
dienen jetzt noch die neuesten Methoden von Wröblewski*) 
und Kobrak®) für Frauencasein. 

Ersterer fällt aus Frauenmilch durch ein Neutralsalz und 
zwar schwefelsaures Ammoniak das Casein, eatfemt dann das 
Fett teils durch Centrifugiren, teils durch Schütteln mit 
Aether, dialysiert zur Entfernung des schwefelsauren Ammo- 
niaks und fällt schliesslich durch vorsichtigen Zusatz von 
Essigsäure. Hierzu bemerkt Kobrak sehr treffend: „Dieses 
Verfahren ist im Prinzip einfach, bietet aber, wie aus der 
Schilderung von Wröblewski zu ersehen ist, in der Ausführung 
grosse Schwierigkeiten. Die Filtration und das Waschen des 
ersten Niederschlages sowie die Entfettung mit Aether nehmen 
lange Zeit in Anspruch und die Dialyse dauert nicht weniger 
als 8 — 14 Tage, sodass es sehr schwer ist, Infektion der 
Lösungen zu verhüten, um so schwerer als diese einen vor- 
trefflichen Nährboden für Mikroben abzugeben scheinen.*^ Ich 
möchte hiezu noch bemerken, dass die Präparate, welche 
Wröblewski erhielt und analysierte, keine reinen gewesen sein 
können, denn aus seinen Resultaten geht dies deutlich hervor. 
Seite 48 seiner Zusammenstellung des Schwefel- und Phosphor- 
gehaltes steigt mit dem Aschengehalt auch der des Schwefels, 
während der Phosphorgehalt der gleiche bleibt, woraus ja er- 
sichtlich ist, dass die drei Präparate mit dem Fällungsmittel 
verunreinigt gewesen sein müssen. Es ist ferner Wröblewski 
auch noch der Vorwurf zu machen, dass er für die Schwefel- 
und Phosphorbestimmungen viel zu geringe Substanzmengen 
verwandte, 0,4952, 0,5067, 0,5515, 0,5779, 0,3050 etc., wodurch 

^) Schlossmann: lieber die Eiweissstoffe der Milch und die Methode 
ihrer Trennung. Zeitschr. f. phys. Chemie. Bd. XXII. 96. 

^ Wröblewski : Beiträge zur Kenntnis des Frauencaseins und seiner 
Unterschiede vom Kuhcasein. Diss., Bern 1894. 

8) Kobrak: Beiträge zur Kenntnis des Caseins der Frauenmilch. 
Inaug.-Dissert., Breslau 1900. 
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die Fehlerquelle sich noch erhöht. Kobrak selbst arbeitete 
ein Verfahren aus, welches, wie er selbst schreibt, folgendes 
ist: „Die durch Centrifugiren von Fett möglichst befreite 
Milch wird mit einem Fünftel ihres Volumens Vio Normal- 
essigsäure versetzt und in Pergamentschläuche fünf Tage gegen 
täglich gewechseltes Chloroformwasser dialysiert. Der Inhalt 
der Schläuche wird in ein Becherglas oder Centrifugenglas 
gegossen. Wenn der Niederschlag sich abgesetzt hat, wird 
die überstehende Flüssigkeit abgehebert. Der Niederschlag 
wird entweder auf einem Filter oder unter Centrifugiren erst 
mit Wasser, dem einige Tropfen sehr verdünnter Essigsäure 
zugesetzt worden sind, dann mit Alkohol und Aether ge- 
waschen und schliesslich im Soxlet'schen Aetherextraktions- 
apparat völlig entfettet." Auch bei dieser letzten Methode 
dürfte ebenso wie bei der von Wröblewski das lange Dia- 
lysiren von Nachteil sein, da längeres Stehen des gefällten 
Caseins unter Wasser zu vermeiden ist, welches einen noch 
unbekannten in Alkalien schwerer löslichen Körper erzeugt. 
Kobrak ist bei der von ihm ausgearbeiteten Methode der Vor- 
wurf zu machen, dass er das als Casein erhaltene Präparat 
nicht der Elementaranalyse unterworfen hat. 

Wie aus den besprochenen Methoden und aus meinen Ver- 
suchen hervorgeht, waren dieselben für die mir gestellte Auf- 
gabe unbrauchbar und zwar hauptsächlich deshalb, weil die- 
selben: 1. nicht bei allen Milcharten anwendbar waren, 2. mehr 
oder weniger veränderte Präparate lieferten und 3. aschenhaltig 
waren, in welcher Asche zum Teil die zur Fällung benutzten 
Salze wie Alaun, Mg SO4, Ca H PO4 etc. nachweisbar waren. 

Als eine vorzügliche Methode zur Darstellung erwies sich 
die von Hammersten, d. i. die Fällung der stark verdünnten 
Milch mittels Essigsäure etc., welche Methode ich dahin mo- 
difizierte, dass ich zunächst ein längeres Stehen unter Wasser 
sorgfältig vermied, dann den Caseinniederschlag mit Aether- 
alkohol behandelte, dem ich es zuschreibe, ein aschefreies 
Präparat erhalten zu haben. Ich werde auf die genaue Be- 
schreibung dieser Methode, welche ich als A bezeichne, in dem 
folgenden Abschnitt zu sprechen kommen. 
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So vorzüglicli diese Methode nun für Kuhcasein an und 
für sich ist, hat sie den Nachteil, dass sie eben nicht bei allen 
Milcharten verwendet werden kann, insbesondere nicht bei der 
Menschenmilch. Ich suchte daher noch nach einer anderen 
Methode. Bei Ausführung der Lecithinbestimmung nach meiner 
in der Zeitschrift für physiologische Chemie Band XXX, Heft 6 
veröffentlichten Arbeit: „Der Lecithingehalt der Milch etc." 
ausgearbeiteten Methode — tropfenweises Zugeben von Milch 
in eine Aetheralkoholmischung ana part. unter fortwährendem 
Umschütteln — war es mir aufgefallen, dass in allen drei von 
mir untersuchten Milcharten, nämlich der Frau, der Kuh und 
des Hundes, sämtliche Eiweisskörper nicht nur vollständig^ 
sondern auch im Zustand der feinsten Verteilung ausfielen, 
während der grösste Teil der Fette und Salze, sowie das 
Lecithin in Lösung gingen. Ich sagte mir nun, soU es nicht 
möglich sein, die durch Filtration getrennten, gut ausge- 
waschenen Eiweisskörper durch verdünnte Natronlauge wieder 
in Lösung zu bringen, mithin also wieder eine Milch herzu- 
stellen, in welcher fast nur die Eiweisskörper enthalten sind 
und aus dieser dann in stark verdünnter Lösung das Casein 
als solches in der Kälte allein zu fällen. Meine hierüber mit 
Kuhcasein angestellten Versuche bestätigten mir dies. Präparate 
nach der Hammersten-Methode und dieser letzteren waren so- 
wohl in qualitativer wie quantitativer Hinsicht gleich. 
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Darstellung des Caselns. 



Methode A. 

(Modifiziert nach Hämmerst en.) 

Milcli wird im Verhältnis 1 : 4 mit destillirtem Wasser 
in einem hohen Cylinderglas gemischt and nun tropfenweise 
nnter Umrühren verdünnte Essigsäure (Yio normal) zugesetzt, 
bis sich das Casein beginnt auszuscheiden. Ich sage tropfen- 
weise und unter Umrühren, weil, wie die Untersuchungen 
B^champs^) ergeben haben, sich ausgeschiedenes Casein in 
einem Ueberschuss der Säure unter Bildung von Acidcasein 
zum Teil wieder löst, andererseits man ein verändertes Casein 
erhält. Dieser Caseinniederschlag ist nicht rein und enthält 
zum Teil Fett, Lecithin, Milchzucker und Salze, weshalb ein 
Umrühren sehr von Vorteil ist, wodurch der Niederschlag 
feinflockiger wird und dadurch nicht so viele Verunreinigungen 
mit sich reissen kann. Der sich schnell absetzende Niederschlag 
wird von der überstehenden gelbgrünlichen trüben Flüssigkeit 
abgehebert, wiederholt mit destillirtem Wasser durchgerührt, 
absetzen gelassen und abgehebert bis die überstehende Flüssig- 
keit farblos und klar geworden ist. Der Niederschlag wird 
hierauf auf einem Filter gesammelt und mit destillirtem 
Wasser solange noch gewaschen, bis das ablaufende Wasch- 
wasser blaues Lakmuspapier nicht mehr rötet und eine Probe 
auf dem Platinblech verdunstet keinen Rückstand mehr hinter- 
lässt, dann mit Alkoholäther und schliesslich mit reinem Aether 
wiederholt ausgewaschen. Der so behandelte und im Porzellan- 
mörser fein verriebene Niederschlag wird in einen Erlenmeyer- 
kolben gegeben und mit einer Mischung Alkoholäther ana partes 
unter öfterem Umschütteln wohlverschlossen 24 Stunden stehen 
gelassen. Ich benutze Aetheralkohol, da, wie ich mich durch 

1) Böchamp : Bull. soc. chim. 11, 152. 1894. 
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meine Untersnclinngen überzeagen konnte^ reiner Aether allein 
das Fett in der Kälte schlechter löste; es scheint, dass der 
Alkohol leichter in die Caseinflocken eindringt, sie sozusagen 
anflockert und so dem eingeschlossenen Fett den üebergang 
in den Aether erleichtert. Der von dem Aetheralkohol ab- 
filtrirte Niederschlag wird nach wiederholtem Auswaschen 
mit Aether schliesslich in eine Porzellanreibschale gebracht, 
mit destillirtem Wasser verdünnt and unter vorsichtiger, 
tropfenweiser Zugabe von Vio Normal-Natronlauge in Lösung 
gebracht und wieder in das hohe Cylinderglas filtrirt. Bei 
der Zugabe der Natronlauge ist jeder üeberschuss sorgfaltig 
zu vermeiden und durch empfindliches Lakmuspapier die SiC- 
aktion zu kontrolliren, welche dabei immer nur vorübergehend 
alkalische Reaktion zeigen darf. Ein Üeberschuss würde leicht 
zur Bildung von durch die weiteren Operationen nicht wieder 
entfembaren Albuminaten führen. Das im Cylinderglas er- 
haltene Filtrat wird nun wieder wie anfangs mit destillirtem 
Wasser verdünnt und, wie beschrieben, mit Vio Normal-Essig- 
säure das Casein wieder gefällt und in der gleichen Weise 
weiter behandelt. Dies Verfahren behufs Reindarstellung wird 
noch zweimal wiederholt, da nur durch wiederholtes Lösen in 
schwachen Alkalien, Wiederfällung durch verdünnte Säuren, 
Waschen und Behandeln mit Aetheralkohol das Casein von 
allen Beimengungen befreit werden kann ; desgleichen muss der 
Caseinniederschlag im Zustande feinster Verteilung sich befinden, 
weil gröbere Gerinsel schwer entfembare Beimengungen ein- 
schliessen. Das auf diese Weise durch dreimalige Fällung 
gewonnene Casein wird in einer grösseren Porzellanreibschale 
so lange verrieben bis der grösste Teil des Aethers verdunstet 
ist und das Casein als schneeweisses zartes lockeres Pulver 
zurückbleibt. Letzteres wird dann noch mehrere Tage im 
Vakuum über Schwefelsäure getrocknet und in wohlverschlos- 
senen Wägegläschen vor Licht geschützt aufbewahrt. 

Methode B. 

Milch wird in eine Mischung Aetheralkohol ana partes 
tropfenweise unter fortwährendem Umschütteln eingetragen 
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nnd wohlversclilossen in einem Erlenmeyerkolben 24 Standen 
stehen gelassen. Der erhaltene Niederschlag wird nach dieser 
Zeit auf einem Filter gesammelt, mit Aether ausgewaschen, in 
einer Porzellanschale fein verrieben, mit destillirtem Wasser 
verdünnt und wie in oben beschriebener Weise mit 7io Normal- 
Natronlauge in Lösung gebracht. Diese Lösung wird in das 
hohe Cylinderglas filtrirt und mit destillirtem Wasser in dem- 
selben Verhältnis wie bei Methode A verdünnt und dann 
ebenso mit Vio Normal-Essigsäure gefällt. Die Weiterbehand- 
lung geschieht in der gleichen Weise mit Aetheralkohol etc. 
genau so, wie bei Methode A ausführlich beschrieben worden ist. 
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Anforderungen, welche an ein reines Casein gestellt 

werden müssen. 



Die Prüfung einer chemischen Substanz auf ihre Reinheit 
hat von zwei G-esichtspunkten aus zu erfolgen: 

1. Die Substanz kann Beimengungen aus der Grrund- oder 
Ursubstanz, aus der sie gewonnen wurde, enthalten. 
Beim Casein wäre dies die Milch und es käme die Prü- 
fung auf Albumin, Fett, Milchzucker und Salze in Be- 
tracht. 

2. Die Substanz kann mit zur Darstellung benutzter 
Chemikalien etc. verunreinigt sein. 

Was nun die Prüfung des Caseins anbelangt, so ist zu- 
nächst auf das Aussehen^ den Greruch und Greschmack des 
Präparates Rücksicht zu nehmen. Reines Casein ist ein schnee- 
weisses, zartes und lockeres Pulver ohne Geruch und Geschmack. 
Schon eine geringe Menge noch beigemengten Fettes geben dem 
Präparat ein gelbliches Aussehen, einen ranzigen Geruch und 
kratzenden Geschmack; ferner ist ein solches verunreinigtes 
Präparat nicht zart und locker, sondern körnig. Durch den 
Geruch würde sich ferner noch beigemengter Aether und 
Alkohol zu erkennen geben. Desgleichen zeigen Präparate, 
welche bei Anwendung höherer Temperaturen gewonnen wurden, 
ein graues Aussehen und sind specifisch schwerer; auch lösen 
dieselben sich schwerer oder gar nicht in verdünnten Alkalien. 

Die wichtigste Prüfung ist der Aschengehalt, welche in 
Menge von nicht unter einem Gramm durch vorsichtiges 
Glühen in einer bedeckten Platinschale vorgenommen wird. 
Reines Casein darf keinen Rückstand hinterlassen. Ein Rück- 
stand könnte bestehen: 1. aus Salzen der Milch, 2. aus den 
event. benutzten Fällungsmittel. 

Neben dieser Prüfung käme jetzt eine solche in Betracht 
auf Albumin, Milchzucker und Fett. 
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Da das Albnmin in der Kälte durch Essigsäure nicht ge- 
fällt wird, sondern nur bei höherer Temperatur, so darf das 
Filtrat aus einer in der Kälte durch Essigsäure gefällten 
Caseinlösung, beim Erwärmen keinen flockigen Niederschlag 
hervorrufen. Dieses Filtrat kann gleichzeitig weiter zur Prü- 
fung auf Milchzucker Verwendung finden, welches auf Zusatz 
von Fehling'scher Lösung letztere nicht reduziren darf. 

Zur Prüfung auf Milchfett ist eine nicht zu kleine Menge 
längere Zeit mit Aetheralkohol zu schütteln. Dieses Aether- 
alkoholfiltrat darf beim Verdunsten keinen Hückstand hinter- 
lassen. 
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Kurze Uebersicht der Eigenschaften und der Prüfung 

des reinen Caseins. 



Eigenschaften: Chemisch reines Casein ist ein schnee- 
weisses, zartes und lockeres Pulver ohne Grernch nnd Geschmack, 
das in Aether, Alkohol and Wasser unlöslich, in stark ver- 
dünnten Alkalien aber löslich ist und aus dieser seiner Lösung 
durch Essigsäure in der Kälte vollständig gefällt wird (Iden- 
titätsreaktion). 

Prfifting: 



Ein Gramm Casein im Platin- 
tiegel vorsichtig verascht, darf kei- 
nen Rückstand hinterlassen. 

0,5 Casein -\- 10 ccm HoO und 
einigen gtt. Natronlange in Lösung 
durch einige gtt. Essigsäure in der 
Kälte ausgefällt, darf Filtrat beim 
Erwärmen keinen flockigen Nieder- 
schlag geben. 

Obiges Filtrat darf auf Zusatz 
von Fehling'scher Lösung beim 
Kochen letztere nicht reduziren. 

0,5 Casein mit 10 ccm. Aether- 
alkohol eine Stunde geschüttelt, 
darf Filtrat beim Verdunsten keinen 
Bückstand hinterlassen. 



Bückstand: Salze der Milch, Fäl- 
lungsmittel etc. 

Niederschlag: Albumin. 



Beduktion: Milchzucker. 



Bückstand: Fett. 



Aufbewahrung: Reines Casein wird am z weckmässigsten 
vor Licht geschützt in mit Glasstopfen verschlossenen G-las- 
gefössen aufgehoben. 
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Angewandte Methoden der Elementaranalyse des Caseins. 



Wenn ich in den nun folgenden Abschnitten die von mir 
verwandten Analysenmethoden einer kurzen Besprechung unter- 
v^erfe, so geschieht dies einmal um die Nachprüfung zu er- 
leichtern und dann hauptsächlich um auch anderen Gelegenheit 
zu geben zu weiteren einheitlichen Untersuchungen und so zur 
vollständigen Klärung der Trage beizutragen. Ich werde bei 
dieser Besprechung jedesmal kurz das der Ausführung zugrunde 
liegende Prinzip vorausschicken ; auf ganz ausführliche nähere 
Details kann ich mich hier selbstverständlich nicht einlassen, 
da ich dieselben als die Grundlage der quantitativen Analyse 
als bekannt voraussetzen darf und muss; zudem gehören die- 
selben auch nicht in den Rahmen der mir gestellten Aufgabe. 

Bestimmung von EohlenstofP und WasserstoflP. 

Prinzip: Kohlenstoff und Wasserstoff werden zusammen 
durch Verbrennen der Substanz in Kohlensäure und Wasser 
übergeführt; diese beiden werden getrennt aufgefangen und 
gewogen. 

Ich führte jede Verbrennung in einer 90 cm langen Ver- 
brennungsröhre mit grob gekörntem ausgeglühtem Kupferoxyd 
in einer Schicht von 50 cm und zwei Kupferspiralen, zwischen 
welchen sich die gewogene Substanz im Platinschiffchen befand, 
aus. Der zur Verbrennung erforderliche Sauerstoff, ebenso die 
Luft wurden vorher durch Chlorcalcium- und Schwefelsäure- 
flaschen behufs Reinigung geleitet. Als Absorptionsapparate 
benutzte ich für das bei der Verbrennung gebildete Wasser 
die bekannten mit gekörntem trockenem Chlorcalcium gefüllten 
Röhrchen ; zur Absorption der Kohlensäure den mit Kalilauge 
gefüllten Geissler' sehen Apparat. Als Verbrennungsofen diente 
ein solcher Erlenmeyerscher Konstruktion. 
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Bestimmung des Stlckstolh. 

Die Bestimmnng dieses Elementes geschah nach der Methode 
von Kjeldahl. Das Prinzip ist folgendes: Durch Kochen mit 
konzentrierter Schwefelsäure wird sämtlicher Stickstoff in 
Ammoniumsulfat ([NH4]jS04) übergeführt, aus welcher Ver- 
bindung beim Kochen mit Natronlauge alles Ammoniak aus- 
getrieben und in einer Säure von bestimmten Gehalte auf- 
gefangen und durch Titration die Menge bestimmt wird. 

Zur Ueberfiihrung der Substanz in Ammoniumsulfat be- 
nutzte ich eine Säure bestehend aus 160 Grramm konzentrirter 
HgSO^, 40 Gramm rauchender H2SO4 und 20 Gramm Phosphor- 
säureanhydrid. Die Natronlauge, welche bei der Destillation 
zum Austreiben des Ammoniaks verwendet wurde, war 
25prozentig. Die Titrationssäure der Vorlage betrug 20 ccm 
V4 Normalschwefelsäure, welche gegen V4 Normalkalilauge 
zurücktitriert wurde. Von der abgesättigten Säure entsprach 
1 ccm 0,0035 N. Als Indikator diente, weil bei Gegenwart 
von Ammoniumsalzen am empfindlichsten, frisch bereitete 
Lakmustinktur . 

Bestimmung des Schwefels und Phosphors. 

Prinzip: Zerstörung der organischen Substanz durch Er- 
hitzen mit Salpetersäure, Schmelzen mit Kalihydrat und 
Salpeter zur TJeberführung des Schwefels in Schwefelsäure 
und des Phosphors in Phosphorsäure. 

Es gelangten zu jeder Analyse 3 — 5 Gramm Substanz 
folgendermassen zur Verwendung: Zunächst wurde die ab- 
gewogene Menge Casein in einem Rundkolben mit konzentrierter 
HNO3 auf dem Wasserbade erhitzt, der Kolbeninhalt in einer 
Porzellanschale zur Trockne verdampft und der Rückstand in 
Kalilauge gelöst. Diese Lösung wurde sodann in eine je 
10 Gramm Salpeter und Kalihydrat enthaltende Silberschale 
eingetragen und über einer Spiritusflamme auf Asbestplatte 
vorsichtig geschmolzen. Die so erhaltene weisse Schmelze 
wurde mit Wasser aufgenommen, in grösseren Glaskolben ge- 
spült und auf dem Wasserbade unter Zugabe von Salzsäure 

2 



— 18 - 

erhitzt bis sämtliche COj und NOj entfernt waren. Nach 
Umleeren in eine Porzellanschale wurde letztere Flüssigkeit 
unter Zugabe von HCl dreimal zur Trockne verdampft; dann 
Salzrückstand mit HgO aufgenommen und lege artis mit Chlor- 
baryumlösung die Schwefelsäure gefallt, getrocknet und ge- 
wogen. 

Die von dem schwefelsauren Baryt abfiltrirte Flüssigkeit 
wurde zur Bestimmung der Phosphorsäure zunächst mit HNOa 
in Porzellanschale zur Trockne verdampft mit Wasser auf- 
genommen und mit Molybdänlösung ^) die Phosphorsäure als 
Ammoniummolybdophosphat in Form des bekannten gelben 
Niederschlages gefällt. Der Niederschlag wurde auf einem 
Filter gesammelt und nach Auswaschen mit verdünnter Mo- 
lybdänlösung (1 : 2) in einer möglichst geringen Menge wässerigen 
Ammoniaks gelöst und mit Chlormagnesiamischung *) die Phos- 
phorsäure als Magniumammoniumphosphat gefällt und lege 
artis getrocknet, geglüht und gewogen. 

Wenn diese Trennungs- und Bestimmungsmethode umständ- 
lich und der vielen Manipulationen wegen ungenau scheint, so 
muss ich bemerken, dass diese Methode die besten und ge- 
nauesten Resultate liefert und dass es bei einiger Hebung 
gelingt ohne Verlust auch nur eines einzigen Tropfens zu 
arbeiten, wie ich mich durch zahlreiche Kontrollversuche über- 
zeugen konnte. 



1) Molybdänlösung: 150 Gramm molybdänsanres Ammoniak werden 
in H2O gelöst. Die Lösung wird auf 1 Liter verdünnt und in 1 Liter 
HNO3 (1,2 spez. Gew.) gegossen. 

2) CMormagnesiamiscliung : 110 gr. Chlormagnes. cryst., 140 gr. 
Salmiak, 700 gr. konzentrirte Ammoniakflüssigkeit und 1300 gr. H2O. 
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Angewandte Methoden der quantitativen Milchanalyse. 



Reaktion: Dieselbe wurde geprüft mit empfindlichem 
liakmuspapier direkt nach Entnahme. 

Specifisches Gewicht: Diese Bestimmung wurde unter 
Berücksichtigung der Temperatur von 15® C mit der Westphal- 
schen Wäge und dem Reimannschen Patent-Thermometerkörper 
Ausgeführt. 

Trockensubstanz und Asche: Durch Verdampfen einer 
bestimmten Gewichtsmenge in Platinschale auf dem Wasserbade 
bis zum konstanten Gewicht wurde zunächst die Trocken- 
substanz gewogen^ und letztere dann zur Aschebestimmung 
«ingeäschert und gewogen. 

Summe der Eiweisskörper: Diese Bestimmung erfolgte 
nach der bereits oben beschriebenen Methode von Kjeldahl 
durch Bestimmung des Stickstoffs. Es gelangten jedesmal 
1 ccm Milch von 15® C zur Verwendung. 

Fett: Eine gewogene Menge Milch wurde auf einem 
63 mm breiten und 577 mm langen porösen dicken Filtrier- 
papierstreifen (sog. White Demy Blotting Paper) aufgesogen, 
getrocknet und das Fett im Soxhletschen Extraktionsapparat 
mittelst Aether extrahirt und gewogen. 

Milchzucker: Derselbe wurde massanalytisch mit Fehling- 
acher Lösung bestimmt. 

Wasser: Indirekt aus Differenz der Trockensubstanz 
und 100. 

Salze: Indirekt aus Differenz von Trockensubstanz einer- 
seits, der Summe aus Eiweissstoffe, Fett und Michzucker 
andererseits. 
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Analytische Belege nebst tabellarischer Uebersicht und 
Zusammenstellung der gewonnenen Resultate. 



Kuhmilch. 

Die zur Darstellung des Kuhcaseins benutzte Milch wurde 
unter meiner Kontrolle von drei ausgewachsenen Tieren mittlerer 
Grösse aus der hiesigen Milchkuranstalt von W. Schmid ent- 
nommen. Diese Mischmilch hatte folgende Zusammensetzung: 

Reaktion: amphoter. 

Specifisches Gewicht: 1,032 bei 15^ C. 



Summe der 
Eiweisskörper 


Fett 


Milch zncker 


Salze 


Asche 


HsO 


3,94 


4,16 


4,82 


1,02 


0,56 


86,06 


Troc 


kensubi 


stanz: 13,94 





Das aus dieser Mischmilch dargestellte Casein, der Ele- 
mentaranalyse unterworfen, ergab folgende Werte: 

Kuhcasein Ä. 
Kohlenstoff- und Wasserstoffgehalt. 



Angewandte 
Snbstanzmenge 


Gewogenes 
COg 


Berechnetes 
C 


Gewogenes 
H2O 


Berechnetes 
H 


0,245 


0,475 


52,87 7o 


0,156 


7,07 7o 



Stickstoffgehalt. 



Angewandte 
Substanzmenge 


Vorlage 
V4n.H2S04 


Abgesättigte 

Säure 

- 


. N 


0,376 


20 ccm 


16,8 


0,0588 = 15,63 V, 
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Schwefel- und Phosphorgehalt. 



Angewandte 
Substanzmenge 



Gewogenes 
BaSO* 



Berechnetes 
S 



Gewogenes 
Mga P2 O7 



Berechnetes 
P 



4,955 



0,259 



0,718 7o 



0,143 



0,805 7o 



Sanerstoffgehalt: = 22,907%. 



Kuhcasein B. 

Kohlenstoff- und Wasserstoffgehalt. 



Angewandte 
Substanzmenge 


Gewogenen 
CO2 


Berechnetes 
C 


Gewogenes 
H2O 


Berechnetes 
H 


0,201 


0,389 


52,78 7o 


0,129 


7,12 7o 



S tickst offgehalt. 



Angewandte 
Substanzmenge 


Vorlage 
V« n. Ha SO4 


Abgesättigte 
Sänre 


N » 


0,190 


20 ccm 


8,5 


0,02975 = 15,65 7« 



Schwefel- und Phosph 


orgehalt. 




Angewandte 
Substanzmenge 


Gewogenes 
BaS04 


Berechnetes 

S 


Gewogenes 

Mg2 P2 O7 


Berechnetes 
P 


4,610 


0,246 


0,733 7o 


0,134 


0,812 7o 



Saaerstoffgehalt: = 22,905 V«. 



Zusammenstellang beider Kahcaseinresnltate. 





C 


H 


N 


s • 


P 





Kuhcasein A 
Kuhcasein B 


52,87 
52,78 


7,07 
7,12 


15,63 
15,65 


0,718 
0,733 


0,805 
0,812 


22,907 
22,905 


Mittel : 


52,825 


7,095 


15,64 


0,725 


0,808 


22,906 
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Ziegenmilch. 

Die zur Darstellung des Ziegencaseins verwandte Milch 
wurde unter meiner Kontrolle von drei ausgewachsenen Tieren 
mittlerer Grösse aus der hiesigen Ziegenmilchkuranstalt von 
J. Fritsche entnommen. Diese Mischmilch hatte folgende Zu- 
sammensetzung : 

Reaktion: amphoter. 

Specifisches Gewicht: 1,033 bei 15^ C. 



Snmme der 
Eiweisskörper 


Fett 


Milchzucker 


Salze 


Asche 


HsO 


4,37 


4,11 


4,01 


1,17 


0,68 


86,34 


Troc 


kensubi 


stanz: 13,66 





Das aus dieser Mischmilch dargestellte Casein, der Ele- 
mentaranalyse unterworfen, ergab folgende Werte: 

Ziegencasein A. 
Kohlenstoff- und Wasserstoffgehalt. 



Angewandte 
Substanzmenge 


Gewogenes 
CO2 


Berechnetes 
C 


Gewogenes 
H2O 


Berechnetes 
H 


0,266 


0,515 


52,78 7o 


0,168 


7,01 7o 



Stickstoffgehalt. 



Angewandte 
Substanzmenge 


Vorlage 
1/4 n. H2 SO4 


Abgesättigte 
Säure 


N 


0,369 


20 ccm 


16,5 


0,05775 - 15,65 7o 



Schwefel- und Phosphorgehalt. 



Angewandte 
Substanzmenge 



Gewogenes 
BaSO* 



Berechnetes 

S 



Gewogenes 
H2O 



Berechnetes 
H 



4,823 



0,251 



0,715 7o 



0,139 



0,805 7o 



Sauerstoffgehalt: -= 23,04. 
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Ziegencasein B. 



Kohlenstoff- and Wasserstoffgehalt. 



Angewandte 
Snbstanzmenge 


Gewogenes 


Berechnetes 
C 


Gewogenes 
H2O 


Berechnetes 
H 


0,243 


0,471 


52,83 7o 


0,154 


7,03 7o 





Stickstoff gehalt. 




Angewandte 
Snbstanzmenge 


Vorlage 
1/4 n. Hs SO4 


Abgesättigte 
Säure 


N 


0,329 


20 ccm 


14,7 


0,05145 = 15,63 V, 



Schwefel- und Phosphorgehalt. 



Angewandte 
Substanzmenge 



Gewogenes 
BaSOi 



Berechnetes 

S 



Gewogenes 
Mga P2 O7 



Berechnetes 
P 



4,875 



0,256 



0,721 7o 



0,144 



0,825 7o 



Sauerstoff gehalt: = 22,964 7o. 



Zusammenstellung beider Ziegencaseinresultate. 





C 


H 


N 


S 


p 





Ziegencasein A 
Ziegencasein B 


52,78 
52,83 


7,01 
7,03 


15,65 
15,63 


0,715 
0,721 


0,805 
0,825 


23,04 
22,964 


Mittel: 


52,805 


7,02 


15,64 


0,718 


0,815 


23,002 
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KanincheniiLllch« 

Die zur Darstellang von Eaninchencasein verwandte Milch 
wurde von mir persönlich unter gütiger Hilfe des Abwarts des 
Instituts Weidmann drei kräftigen Tieren entnommen, von 
denen das eine am 11. Mai 1904 sechs Junge, das zweite am 
20. Mai 1904 sechs Junge und das dritte am 22. Mai 1904 
acht Junge geworfen hatten. Den Muttertieren wurden je zwei 
Junge gelassen und die übrigen entfernt. Die Entnahme dieser 
Milch erfordert grosse Geduld und möchte ich die dabei ge- 
machten Erfahrungen kurz skizziren. In den ersten Tagen 
versuchte ich die Brustdrüsen zweimal je morgens und abends 
zu entleeren; dies erwies sich aber als nicht zweckmässig, da 
es die Tiere zu sehr angreift und die Milch leicht zu versiegen 
beginnt. Ich entnahm daher die Milch nur einmal im Tage 
und zwar nachmittags zwischen 2 und 4 Uhr. Das Tier wurde 
vom Abwart an den Vorder- und Hinterfüssen festgehalten und 
auf die Seite gelegt, worauf ich durch sanftes Streichen mit 
Daumen und Zeigefinger die 6 — 8 Brustdrüsen entleerte. Die 
Milch entleerte sich teils in feinem Strahl; teils tropfenweise 
und wurde in einem daruntergehaltenen Wägegläschen auf- 
gefangen. Die tägliche Menge betrug 10 — 20 ccm. und wurde 
in einem Sammelglase auf Eis aufbewahrt. Da die Entnahme 
ohne Gewalt, sondern zart und vorsichtig geschah, widersetzten 
sich die Tiere absolut nicht. Die während 3 Wochen (Lak- 
tationsperiode des Kaninchens) gesammelte Milch betrug zirka 
300 ccm. und zeichnete sich sowohl durch hohen Fett- wie 
Eiweissgehalt aus. 

Die Zusammensetzung war folgende: 

Reaktion: frisch amphoter, später alkalisch. 
Specifisches Gewicht: 1,047 bei 15^ C. 



Snmme der 
Eiweisskörper 


Fett 


Milchzucker 


Salze 


Asche 


HjO 


12,04 


21,06 


1,82 


2,98 


2,13 


62,10 


Troc 


kensubf 


»tanz: 37,90 
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Das aus dieser Mischmilch dargestellte Casein» der Ele- 
mentaranalyse unterworfen, ergab folgende Werte: 

Kanmchencasein A. 
Kohlenstoff- and Wasserstoffgehalt. 



Angewandte 
Snbstanzmenge 


Gewogenes 
CO2 


Berechnetes 
C 


Gewogenes 
HaO 


Berechnetes 
H 


0,252 


0,489 


52,92 7o 


0,159 


7,007o 



Stickst off gehalt. 



Angewandte 
Sabstanzmenge 


Vorlage 
1/4 n. H2 SO4 


Abgesättigte 
Säure 


N 


0,280 


20 ccm 


12,5 


0,04375- 15,62 Vo 



Schwefel- und Phosphorgehalt. 



Angewandte 
Sabstanzmenge 


Gewogenes 
BaS04 


Berechnetes 

S 


Gewogenes 
Mg2 P2 O7 


Berechnetes 
F 


4,055 


0,210 


0,711 % 


0,117 


0,8067o 



Sauerstoffgehalt: O = 22,9437o- 



Kaninchencasein B. 

Kohlenstoff- und Wasserstoffgehalt. 



Angewandte 
Sabstanzmenge 


Gewogenes 
CO2 


Berechnetes 
C 


Gewogenes 
H2O 


Berechnetes 
H 


0,238 


0,461 


52,81 7o 


0,152 


7,097o 
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Stickstoff gehalt. 



Angewandte 
Sabstanzmenge 


Vorlage 
1/4 n. Ha SO4 


Abgesättigle 
Säure 


N 


0,236 


20 ccm 


10,5 


0,03675 = 16,57 7o 



Schwefel- und Phosphorgehalt. 



Angewandte 
Substanzmenge 


Gewogenes 
BaS04 


Berechnetes 

S 


Gewogenes 
MgiPiOr 


Berechnetes 
P 


4,257 


0,234 


0,755 7o 


0,124 


0,8147o 



Sauerstoffgehalt: = 22,961*/«. 



ZasammenstellTing beider Kaninchencaseinresaltate. 





C 


H 


N 


S 


P 





Eanincliencasein A 
Xaninchencasein B 


52,92 
52,81 


7,00 
7,09 


15,62 
15,57 


0,711 
0,755 


0,806 
0,814 


22,943 
22,961 


Mittel : 


52,865 


7,045 


15,595 


0,733 


0,810 


22,952 
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Zusammenstellung und Vergleich aller drei Casein- 

fflittelwerte. 





C 


H 


N 


S 


p 





KikeiMli 

ZiegeiNMli 

KttindneaMii 


52,825 
52,805 
52,865 


7,095 

7,02 

7,045 


15,64 
15,64 
15,595 


0,725 
0,718 
0,733 


0,808 
0,815 
0,810 


22,906 
23,002 
22,952 


Mittel: 


52,832 


7,053 


15,625 


0,725 


0,811 


22,95 


Abgerundet : 


53,0 


7,0 


15,5 


0,7 


0,8 


23,0 
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Schlussfolgerung. 



I. Beide Caseindarstellnngsmethoden liefern gleichwertige 
Präparate, sowohl in Bezag aaf chemische Reinheit als auch 
auf prozentische Znsammensetznng mit dem Vorzag, dass Me- 
thode B für die Darstellung aller Caseine Verwendong finden 
kann. 

n. Die gestellte Frage, ob die Caseine verschiedener Tier- 
arten identisch sind, kann in Bezug dieser drei antersuchten 
Tiere insofern mit ,, Ja^ beantwortet werden, als die elementare 
Zusammensetzung die gleiche ist. Ob auch die hydrolytischen 
Spaltungsprodukte identisch sind, beabsichtige ich durch 
weitere Untersuchungen zu entscheiden. 



